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UTILISATION D1P3 KINASES POUR LA PREPARATION DE MEDICAMENTS 
DESTINES AU TRAITEMENT DE MALADIES LIEES AU STRESS OXYDATIF 

5 

L'invention conceme rutilisation d'IP3 kinases pour la preparation de 
medicaments. L'invention conceme egalement de nouvelles IPS kinases et les 
sequences d'ADN correspondantes. 

Les inositols phosphates et particulierement IPS (Ins (1,4,5) P3) ont ete reconnus 
10 depuis longtemps comme des acteurs majeurs pour le controle des flux calciques 

cellulaires. IPS se fixe sur des recepteurs IPS (IP3R) presents dans la membrane du 
reticulum endoplasmique et une partie des stocks de calcium contenus dans le reticulum 
endoplasmique est liberee puis deversee dans le cytoplasme (Patel et al., 1999). 

Les IPS kinases sont des enzymes susceptibles de catalyser la reaction suivante : 
15 ATP + ID-myo-inositol 1,4,5 triphosphate ^ ADP + ID-myo-inositol 1,3,4,5 

tetrakisphosphate 

L'IPS kinase (IP3K) phosphoryle IPS en inositol tetrakiphosphate IP4 (Ins 
(1,S,4,5) P4). IPSK agit probablement a la fois en modifiant le niveau d'IPS mais aussi 
en produisant un autre second messager IP4 dont le r61e fonctionnel est encore mal 
20 connu (Fukuda et aL, 1997 j Irvine et al., 1999) ! il se fixe sur une proteine de la 

membrane cellulaire (proteine GAPl). La diminution de la concentration de IPS induit 
une diminution de I'activite du recepteur IPSR. 

Chez la Drosophile, IPSR est exprime dans les tissus musculaires et nerveux. 
L' absence du gene est letale. Son role est encore mal connu ; il est implique dans le 
25 declenchement des metamorphoses larvaires mais pourrait Tdtre aussi dans le controle 

des processus neurosensoriels et dans le developpement du muscle. 

Chez C.elegans, une mutation perte de fonction dans IPSK conduit a la 
suppression du phenotype de sterilite, independant de la voie ras, observe dans des 
mutants linS- (EGF). Un gain de fonction de IPSK conduit a contrarip a un defaut de 
SO contraction et de dilatation de la spermatheque lors du passage des ovules et a xme 

sterilite associee (Clandinin et al., 1998). 

Le role fonctionnel mais aussi la specificite des isoformes des IPSK chez les 
vertebres sont encore mal connus. Cependant, plusieurs articles decrivent le clonage des 
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kinases humaines IP3K-A, IP3K-B et IP3K-C (Takazawa et al., 1991 ; Takazawa et al, 
1991 et Communi et al., 1999). 

La reference Jun et al. (1998) conceme le role de riP3K-A chez la souris. D'apres 
cet article, un resultat recent obtenu sur la souris prouve que riP3K-A joue un role 
important dans las neurones. Ceux-ci ont un grand nombre de recepteurs IPS et les 
stocks de Ca^^ jouent un grand role dans la potentiation ou la depression a long terme 
(LTP ou LTD). Chez la souris, le recepteur IPS de type 1 est la forme neuronale majeure 
exprimee dans les cellules de Purkinje, la region CAl de Thippocampe, le noyau caude 
et le cortex. Dans le developpement de la souris, de hauts niveaux d'lPSRl sont correles 
avec des tissus subissant Tapoptose. L'absence totale de ce gene conduit a une mort 
prematuree, souvent in utero, et a une severe ataxic accompagnee de crises epileptiques. 
L'IP3K-B existe dans deux pools intracellulaires : Tun cytosolique, Tautre lie 
fortement au reseau etendu du reticulum, endoplasmique et colocalise avec rab2 
(Soriano et al., 1997). Le domaine catalytique fait face au cytosol et I'association a la 
membrane depend d' interactions proteine-proteine. 

En reponse a 1' activation de recepteurs muscariniques dans les astrocytes, les 
IP3K-A et B sont activees par la phosphorylation de la Cam kinase II (calcium 
calmoduline dependante) (Communi et al., 1997 et 1999). L*IP3K-B est aussi activee 
par la phosphorylation de la PKC (Communi et al., 1999). 

Le stress oxydatif est lie k la generation par les organismes aerobies d'especes 
oxygenees reactives (EOR) qui peuvent provoquer des dommages intracellulaires en 
modifiant des macromolecules telles que les lipides, les proteines et TADN. Le site 
principal de production de ces EOR et notamment de O2" au cours de la respiration est la 
mitochondrie (Lenaz, 1998). H2O2 est genere par la conversion de O2 et par le 
metabolisme des lipides dans les peroxysomes. Puis O2" peut reagir avec H2O2, via une 
reaction de Haber- Weiss catalysee par les metaux, pour former le compose tres reactif 
OH. 

Les organismes ont developpe de nombreuses d6fenses antioxydantes sous la 
forme d' enzymes comme les superoxydes dismutases et les catalases et sous la forme de 
composes antioxydants. Mais ces defenses sont parfois inefficaces lors d'etats 
pathologiques ce qui entraine des dommages cellulaires. Ainsi les EOR ont ete 
impliques dans de nombreux processus pathologiques tels que les maladies 
cardiovasculaires, les processus inflammatoires et les maladies neurodegeneratives. 
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Comme la surexpression des enzymes de detoxication protegent les cellules des 
effets deleteres du stress oxydatif ainsi que, dans certains paradigmes, les animaux, ces 
enzymes ont ete proposees comme outils therapeutiques dans plusieurs pathologies 
(Ames et al., 1993 ; Gate et al, 1999; Ruef et al., 1999; Patel and Day, 1999). 
Neanmoins les resultats therapeutiques sent limites, probablement du fait de la 
permeabilite limitee des cellules a ces molecules de grande taille. D'autres composes 
antioxydants tels les metalloporphyrines ont ete developpes et ont prouve leur efficacite 
dans certains protocoles animaux (Patel and Day, 1999). Cependant, cette efficacite est 
tres variable et ces composes ne passent pas la barriere hematoencephalique. De plus, 
line des difficultes de mise en oeuvre d'une detoxication directe des radicaux libres par 
surexpression d'enz3nnes de detoxication vient du fait que ces composants jouent aussi 
un role de second messager dans la cellule ou ils sont utilises dans de nombreux 
processus normaux (Remade et al., 1995 ; Morel et al., 1999). 

Un autre type de stress implique dans de nombreuses maladies est le stress du 
reticulum endoplasmique (RE), qui a ete tres etudie chez la levure, ou une voie 
genetique majeure, le stress UPR (unfolded protein response) a ete mise en evidence 
(Kaufman, 1999). Le stress UPR est declenche par la baisse du Ca^"*" dans le RE, 
r accumulation de proteines mal repliees ou la diminution du glucose. 

La reponse au stress UPR induit la production de .chaperonnes residentes du RE, 
notamment GRP78 ou la calcireticuline. Chez Thomme, des alterations dans cette voie 
sont susceptibles de conduire a de nombreuses pathologies ; si ce stress est trop 
important, cela entraine la mort de la cellule. 

On a recemment mis en evidence Timplication du sti^ess du reticulum 
endoplasmique dans les maladies neurodegeneratives et la possibilite de les combattre 
par suractivation de la reponse UPR. 

Ainsi, il a ete montre en culture de cellules que la reponse au stress UPR est 
reduite dans des mutants de la preselinine-1, qui correspondent aux plus frequentes 
anomalies genetiques mises en evidence dans la maladie d'Alzheimer (Katayama et al., 
1999). Par ailleurs des niveaux de GRP78 reduits sont observes dans les cerveaux de 
patients atteints de la maladie d'Alzheimer, le niveau de GRP78 etant correle avec la 
severite de la pathologic. Enfin, dans un modele de Drosophile de neurodegen^rescence 
induite par une forme mutante poly-glutamine de la proteine humaine impliquee dans 
Tataxie spinocerebelleuse de type 3, il a ete montre in vivo que la surexpression de la 
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chaperonne HSP70 du RE provoque une forte reduction des phenotypes de 
neurodegenerescence (Warrick et al., 1999). 

L' invention a pour objet de nouvelles proteines IPS kinases et leurs sequences 
d'ADN correspondantes, 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation de proteines IPS kinases, 
notamment dans le cadre de la resistance au stress oxydatif et au stress du reticulum 
endoplasmique. 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation de proteines IPS dans le cadre du 
traitement des maladies neixrodegeneratives, notamment retiniennes. 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation des sequences d'ADN codant 
pour les proteines IPS kinases pour I'obtention d'animaux transgeniques non humains 
surexprimant Tune des nouvelles proteines IPS kinases. 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation des sequences d'ADN codant 
pour les proteines IPS kinases pour I'obtention d'animaux transgeniques non humains, 
dans lesquels on a supprime I'expression du gene codant pour I'une des nouvelles 
proteines IPS kinases. 

L'invention conceme I'utilisation de proteines comprenant ou constituees par : 

- les sequences SEQ ID NO : 2, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID 
NO : 6 ou SEQ ID NO : 7, 

- ou toute sequence derivee des sequences SEQ ID NO : 2, SEQ ID 
NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7, notamment par 
substitution, suppression ou addition d*un ou plusieurs acides amines, sous reserve 
qu'elle possede une activity IPS kinase, 

toute sequence homologue des sequences SEQ ID NO : 2, SEQ ID 
NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7, ayant de preference 
une homologie d'au moins environ 50% avec les regions comprises entre les 
acides amines en position (159) a (441), (S60) a (669), (187) a (461), (195) a 
(472) et (SSI) a (604) des sequences SEQ ID NO : 2, SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7 respectivement, sous resen^e qu^elle 
possede une activite IPS kinase, 

- ou tout fragment d'au moins environ 250 acides amines contigus de Tune 
des sequences ci-dessus, sous reserve qu'il possede une activite IPS kinase. 
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pour la preparation de medicaments destines au traitement de maladies liees au stress 
oxydatif ou au stress du reticulum endoplasmique, ou de maladies neurodegeneratives, 
notamment retiniemies. 

Par definition, on rappelle que les IPS kinases sont des enzymes susceptibles de 
catalyser la reaction suivante : 

ATP + ID-myo-inositol 1,4,5 triphosphate ADP + ID-myo-inositol 1,3,4,5 
tetrakisphosphate 

L'activite IPS kinase d'une proteine pent etre mesuree par le test fonctionnel de 
Takazawa et al. (1990). 

La sequence SEQ ID NO : 2 est une nouvelle proteine isolee chez Drosophila 
melanogaster^ notee DIP3KL 

La sequence SEQ ID NO : 4 est une nouvelle proteine isolee chez Drosophila 
melanogaster^ notee DIP3K2. 

La sequence SEQ ID NO : 5 est la proteine humaine IP3K-A. 

La sequence SEQ ID NO : 6 est la proteine humaine IPSK-B. 

La sequence SEQ ID NO : 7 est la proteine humaine IPSK-C. 

L' invention conceme une proteine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constituee par : 

- la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence d^rivee de SEQ ID NO : 2, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, possedant ime 
activite IPS kinase, 

- toute sequence homologue de SEQ ID NO : 2, ayant de preference une 
homologie d'au moins environ 65 % avec la region comprise entre les acides amines en 
position (159) et (441) de la sequence SEQ ID NO : 2 et possedant une activite IPS 
kinase, 

- ou tout fragment d'une des sequences definies ci-dessus, sous reserve 
qu'il possede une activite IPS kinase, notamment tout fragment etant constitue d'au 
moins environ 250 acides amines contigus de la sequence SEQ ID NO : 2. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, la proteine de 
rinvention, telle que definie ci-dessus, est caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constituee par la sequence SEQ ID NO : 2. 
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L'invention conceme egalement une proteine caracterisee en ce qu'elle comprend 
ou est constituee par : 

- la sequence SEQ ID NO : 4, 

- ou toute sequence derivee de SEQ ID NO : 4, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, possedant une 
activite IPS kinase, 

- toute sequence homologue de SEQ ID NO : 4, ayant de preference une 
homologie d'au moins environ 71 % avec la region comprise entre les acides amines en 
position (360) et (669) de la sequence SEQ ID NO : 4 et possedant une activite IPS 
kinase, 

- ou tout fragment d'une des sequences definies ci-dessus, sous reserve 
qu'il possede une activite IPS kinase, notamment tout fragment constitue d'au moins 
environ 250 acides amines contigus de la sequence SEQ ID NO : 4, le fragment de la 
sequence SEQ ID NO : 4, delimite de I'acide amine en position (289) a I'acide amine en 
position (669) etant exclu. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, la proteine de 
r invention, telle que definie ci-dessus, est caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constituee par la sequence SEQ ID NO : 4. 

L'invention conceme des fragments de proteines telles que definies ci-dessus 
choisis parmi les sequences delimitees : 

- de Tacide amine en position (159) a Tacide amine en position (441) de la 
sequence SEQ ID NO : 2, 

- de Tacide amine en position (360) a I'acide amine en position (669) de la 
sequence SEQ ID NO : 4, 

- de Tacide amine en position (187) a I'acide amine en position (461) de la 
sequence SEQ ID NO : 5, 

- de I'acide amine en position (195) a I'acide amine en position (472) de la 
sequence SEQ ID NO : 6, 

- de I'acide amine en position (331) a I'acide amine en position (604) de la 
sequence SEQ ID NO : 7. 

L'invention conceme xme sequence nucleotidique codant pour Tune des proteines 
telles que definies ci-dessus. 

Une sequence d' ADN avantageuse de Tinvention comprend ou est constituee par : 
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- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence nucleotidique derivee, par degenerescence du code 
genetique, de la sequence SEQ ID NO : 1 codant pour une proteine representee par la 
sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence nucleotidique derivee, notamment par substitution, 
suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, de la sequence SEQ ID NO : 1 
codant pour une proteine derivee de la sequence SEQ ID NO : 2 possedant une activite 
IP3 kinase, 

- ou toute sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ ID 
NO : 1, ayant de preference une homologie d'au moins environ 50% avec 700 
nucleotides contigus situes dans le domaine delimite du nucleotide en position (1425) 
au nucleotide en position (3969) de la sequence SEQ ID NO : 1, codant pour une 
proteine homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 et possedant une activite IPS kinase, 

- ou tout fragment de la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 ou des 
sequences nucleotidiques defmies ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 700 nucleotides contigus situes dans le domaine delimite au 
nucleotide en position (1425) au nucleotide en position (3969) de ladite sequence et 
codant pour une proteine qui possede une activite IPS kinase, 

- ou toute sequence nucleotidique complementaire des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

- ou toute sequence nucleotidique susceptible d'hybrider dans des 
conditions stringentes avec la sequence complementaire de I'une des sequences ou de 
Tun des fragments susmentionnes. 

Par conditions stringentes d'hybridation on entend par Qxemple : 

- temperature d'hybridation : 42°C, 

- milieu d'hybridation : 5X SSC, 50% formamide, 5X Denhardt, 0,1% de 
sodium dodecyl sulfate (SDS), 

- temperature de lavage : 42°C, 

- milieu de lavage : 0,1 X SSC (15 mM NaCl ; 1,5 mM citrate de sodium), 0,1% 
SDS. 

Une autre sequence d'ADN avantageuse de T invention comprend ou est 
constituee par : 

- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 3, 
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- ou toute sequence nucleotidique derivee, par degenerescence du code 
genetique, de la sequence SEQ ID NO : 3 codant pour une proteine representee par la 
sequence SEQ ID NO : 4, 

- ou toute sequence nucleotidique derivee, notamment par substitution, 
suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, de la sequence SEQ ID NO : 3 
codant pour une proteine derivee de la sequence SEQ ID NO : 4 possedant une activite 
IP3 kinase, 

- ou toute sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ ID 
NO : 3, a.yant de preference une homologie d'au moins environ 50% avec 700 
nucleotides contigus situes dans le domaine delimite du nucleotide en position (3234) 
au nucleotide en position (6021) de la sequence SEQ ID NO : 3, codant pour une 
proteine homologue de la sequence SEQ ID NO : 4 et possedant une activite IP3 kinase, 

- ou tout fragment de la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 3 ou des 
sequences nucleotidiques definies ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 700 nucleotides contigus situes dans le domaine delimite au 
nucleotide en position (3234) au nucleotide en position (6021) de ladite sequence et 
codant pour une proteine qui possede une activite IP3 kinase, 

- ou toute sequence nucleotidique complementaire des sequences ou 
fragments susmentiomies, 

- ou toute sequence nucleotidique susceptible d'hybrider dans des 
conditions stringentes avec la sequence complementaire de Tune des sequences ou de 
I'un des fragments susmentionn^s. 

L'invention conceme un vecteur recombinant, notamment plasmide, cosmide, 
phage ou ADN de virus, contenant Tune des sequences,^ nucleotidiques telles que 
mentioimees ci-dessus. 

L' invention conceme 6galement un vecteur recombinant tel que defini ci-dessus, 
contenant les elements necessaires a Texpression dans une cellule h6te des polypeptides 
codes par les acides nucleiques tels que definis ci-dessus, ins6res dans ledit vecteur. 

Selon un mode de realisation avantageux de T invention, le vecteur recombinant 
defini ci-dessus contient notamment un promoteur reconnu par TARN polymerase de la 
cellule bote, en particulier un promoteur inductible et eventuellement une sequence de 
transcription, de terminaison, et eventuellement une sequence signal et/ou d'ancrage. 
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Selon un autre mode de realisation avantageux de 1' invention, le vecteur 
recombinant, tel que defmi ci-dessus, contient les elements qui permettent Texpression 
d'une sequence nucleotidique, telle que defmie ci-dessus, en tant que proteine mature ou 
proteine de fusion. 

L'invention conceme egalement une cellule bote, choisie notamment parmi les 
bacteries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les cellules de 
mammiferes, ladite cellule Mte etant transformee, notamment a Taide d'un vecteur 
recombinant tel que defini ci-dessus. 

Selon im mode de realisation avantageux de T invention, la cellule h6te, telle que 
defmie ci-dessus, contient les elements de regulation permettant Texpression de la 
sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus. 

L' invention conceme egalement le produit de T expression d'un acide nucleique 
exprime par une cellule bote transformee telle que defmie ci-dessus. 

L'invention conceme egalement un anticorps caracterise en ce qu'il est dirige de 
maniere specifique contre une proteine de T invention. 

On ne se limite pas aux anticorps polyclonaux ; Tinvention conceme egalement 
tout anticorps monoclonal produit par tout hybridome susceptible d'etre forme selon les 
methodes classiques a partir, d'une part, de cellules de rate d'animaxjx, en particulier de 
souris ou de rat, les cellules de T animal etant immunise.es contre la proteine de 
rinvention, et d'autre part de cellules d'lme lignee cellulaire de myelome, ledit 
hybridome etant susceptible d'etre choisi selon la capacite de la lignee cellulaire a 
produire des anticorps monoclonaux reconnaissant la proteine utilisee au prealable pour 
rimmunisation des animaux. 

L' invention conceme egalement une sonde nucleotidique capable d'hybrider avec 
Tune quelconque des sequences nucleiques de I'invention. 

L' invention conceme egalement les oligonucleotides antisens ou ARN messager 
antisens derives des sequences nucleotidiques tels que defmis ci-dessus. 

L' invention conceme egalement une composition pharmaceutique caracterisee en 
ce qu'elle comprend ime proteine ou un fragment de proteine tels que definis ci-dessus 
et un vecteur pharmaceutique acceptable. 

Une composition pharmaceutique avantageuse de I'invention comprend Tune des 
nouvelles proteines ou un fragment d'une des nouvelles proteines tels que definis ci- 
dessus et im vecteur pharmaceutique acceptable. 
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Une autre composition pharaiaceutique avantageuse de I'invention comprend Tune 
des proteines ou un fragment d'une des proteines deja connues tels que definis ci-dessus 
et un vecteur pharmaceutique acceptable. 

L'invention conceme egalement rutilisation de Tune des proteines telles que 
definies ci-dessus pour la preparation de medicaments destines au traitement de 
maladies liees au stress oxydatif. 

Les pathologies concemees sont par exemple des infections chroniques comme 
I'arthrite ou certaines formes de cancers. 

L' invention conceme egalement I'utilisation de I'une des proteines telles que 
defmies ci-dessus pour la preparation de medicaments destines au traitement de 
maladies liees au stress du reticulum endoplasmique. 

Parmi les pathologies concemees, on pent citer comme exemples la fibrose 
cystique et la maladie d' Alzheimer. 

L'invention conceme egalement I'utilisation de Tune des proteines telles que 
defmies ci-dessus pour la preparation de medicaments destines au traitement de 
maladies neurodegeneratives, notamment retiniennes. 

Parmi les pathologies concemees, on pent citer comme exemples la maladie 
d' Alzheimer et la choree de Hungtington ainsi que les retinopathies pigmentaires. 

L'invention ©onceme egalement des cellules animales qui contiennent, dans leur 
genome. Tune des sequences nucleotidiques de l'invention. 

L'invention conceme egalement un animal transgenique non humain contenant 
des cellules telles que definies ci-dessus, et qui surexprime Tune des proteines de 
l'invention. 

En jouant non pas sur le niveau des radicaux libres dans la cellule mais sur les 
consequences nefastes qu'ils enti'ainent, la surexpression de I'activite IP3K protege la 
cellule sans alterer I'homeostasie des radicaux libres dans la cellule qui pent etre 
importante pour son fonctionnement normal. 

L'invention conceme egalement xm animal transgenique non humain contenant 
des cellules telles que definies ci-dessus, dans lequel I'expression du gene, codant pour 
Tune des proteines de l'invention, est supprimee. 

Un tel mutant, obtenu par excision imprecise du transposon (im morceau d'ADN 
genomique est en m6me temps enleve) permet de connaitre les phenotypes associes a 
xme perte complete du gene. Si son absence s'avere letale, la generation de clones 
somatiques permet de tester les consequences de la perte totale de DIP3K1 dans les 
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differents tissus de Torganisme, y compris dans les tissus nerveux ou I'insertion UY530 
est associee a de la neurodegenerescence. 



5 DESCRIPTION PES FIGURES 

Les Figures lA et IB representent la resistance au stress oxydatif de males (figure 
lA) et de femelles (figure IB) de controle (genotype daGAL4/+) ou surexprimant 
l'IP3K (genotype UY530/+ ; daGAL4/H-) sur un milieu de concentration 1% en H2O2. 

LO On a represente le pourcentage de survie en fonction du temps, exprim6 en heures. La 

courbe avec les losanges correspond aux mouches de controle et la courbe avec les 
carres correspond aux mouches qui surexpriment VIP3 kinase. 

Les Figures IC et ID representent la resistance au stress oxydatif de males (figure 
IC) et de femelles (figure ID) de controle (genotype daGAL4/+) ou surexprimant 

15 I'IPBK (genotype IJY530/+ ; daGAL4/-l-) sur un milieu de concentration 3% en H2O2. 

On a represente le pourcentage de survie en fonction du temps, exprime en heures. La 
courbe avec les losanges correspond aux mouches de controle et la courbe avec les 
carres correspond aux mouches qui surexpriment TIPS kinase. 

Les Figures IE et IF representent la resistance au stress oxydatif de males (figure 

20 IE) et de femelles (figure IF) de contrdle (genotype daGAL4/+) ou surexprimant 

riP3K (genotype UY530/+ ; daGAL4/-f) sur un milieu de concentration 5% en H2O2. 
On a represente le pourcentage de survie en fonction du temps, exprime en heures. La 
courbe avec les losanges correspond aux mouches de controle et la courbe avec les 
carres correspond aux mouches qui svprexpriment TIPS kinase, 

25 La Figure 2 represente le temps de developpement avant Temergence a 26°C. On 

compare le pourcentage de mouches emergees de differents genotj^es en fonction du 
temps, exprime en heures. La courbe avec les carres noirs conceme les mouches 
femelles temoins de genotj^e daGAL4/+3 la courbe avec les ronds noirs conceme les 
mouches males temoins de genotype daGAL4/+, la courbe avec les carres blancs 

30 conceme les mouches femelles de genotype UY530/+ ; daGAL4/+ et la courbe avec les 

ronds blancs conceme les mouches males de genotype UY530/+ ; daGAL4/+. 

La Figure 3A represente la resistance au stress oxydatif induit par H2O2. On a 
etudie chez des mouches de genotypes divers le pourcentage de survie sur un milieu 
contenant 1% de H2O2 en fonction du temps en heures. La courbe avec les losanges 
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noirs conceme les mouches possedant une seule dose du recepteur IP3R (genotype 
itprl664/+) ; la courbe avec les ronds noirs conceme les mouches qui surexpriment 
DIP3K1 (genotype UY530/+ ; daGAL4/+) ; la courbe avec les can-es noirs conceme les 
mouches de controle (genotype daGAL4/+) ; la courbe avec les triangles noirs conceme 
les mouches homozygotes pour I'insertion dans DIP3K1 (genotype UY530/UY530). 

La Figure 3B represente la resistance au stress UPR induit par la tunicamycine. 
On a etudie chez des mouches de genotypes divers le pourcentage de survie sur un 
milieu contenant 3 |JiM de tunicamycine en fonction du temps en heures. La courbe avec 
les losanges noirs conceme les mouches possedant une seule dose du recepteur IP3R 
(genotype itprl664/+) ; la courbe avec les ronds noirs conceme les mouches qui 
surexpriment DIP3K1 (genotype UY530/+ ; daGAL4/+) ; la courbe avec les carres noirs 
conceme les mouches de controle (genotype daGAL4/+) ; la courbe avec les triangles 
noirs conceme les mouches homozygotes pour Tinsertion dans DIP3K1 (genotype 
UY530/UY530). 

La Figure 4 represente la reduction de la longevite dans la souche homozygote 
pour I'insertion UY530 au debut de I'unite transcriptiomielle de DIP3K. On a represente 
le pourcentage de sur\ae en fonction du temps en jours, Indiscemable du controle 
jusqu'a 19 jours le taux de survie de UY530/UY530 chute ensuite bmtalement. Ceci est 
associe a une neurodegenerescence retinienne. La courbe en pointilles conceme les 
mouches de controle (genotype daGAL4/+) et la courbe en trait plein conceme les 
mouches de la lignee UY530/UY530. 

La Figure 5 conceme la compaxaison des lobes optiques sur des mouches de 25 a 
27 jours de genotype daGAL4/+ (A, C) ou UY530/UY530 (B, D). Des vacuoles 
caracteristiques de degenerescence neuronale, dont le nombre augmente avec Page, sent 
clairement visibles dans les lobes optiques des mouches homozygotes pour UY530. 
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MATERIEL ET METHODES 
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Differentes lignees mutantes utilisees 



On a utilise des lignees deja connues qui sont : 

- W ; da-GAL4 : lignee d'expression de la proteine GAL4 sous la dependance 
du promoteur ubiquitaire du gene daughterless (Wodarz et al., 1995). 

- Itpr ^^^^'^/TMS : insertion hypomorphe du recepteur a VIP3 (Venkatesh and 
Hasan, 1997). Cette lignee a ete utilisee dans des tests de resistance apres 
croisement avec une lignee w de r6ference pour donner des individus 

On a egalement utilise les nouvelles lignees mutantes suivantes : 

- yw ; pP{Mae-UAS.6.11}^^^^*', qui est obtenue par Tinsertion du transposon 
pP{Mae-UAS.6.11} 3 paires de bases en aval du debut de I'unite de 
transcription correspondant de 1' ADNc SD07279 codant pour la proteine 
IP3K1 (lignee notee UY530 dans le texte) 

- yw ; pP{Mae-UAS.6.11}^^^^'^, yw ; pP{Mae-UAS.6.11}™^^^ 
yw ; pP{Mae"UAS.6•ll}^^^^'^^^ obtenues a la suite d' excisions exactes (sans 
deletions chromosomiques adjacentes) du transposon pP{Mae-UAS.6.11}^^^^^ 
(lignees notees UY530R2, UY530R16, UY530R21 dans le texte) 

~ W; PUAST-D-IP3K1-10A, W; PUAST-D-IP3K1-32, W; PUAST-D- 
IP3K1-37, qui sont des souches transgeniques permettant la surexpression de 
la proteine D-IP3K1. 

Mutagenese 

La mutagenese a ete effectaee a partir d'vin transposon pP{Mae-UAS.6.11} 
comprenant des sequences UAS et le gene marqueur yellow (y) donne par L Merriam 
(Merriam, 1997). Des femelles de genotype yw, pP{Mae-UAS.6.11} sont croisees avec 
des males de genotype w ; A23, Sb/TM6. Les males descendants yw, pP{Mae- 
UAS.6.11} ; +/A23, Sb sont croises en tubes individuels avec des femelles yw. Dans la 
descendance les males de phenotype {y+, Sb+} qui correspondent a des evenements de 
transposition independants sur un des deux autosomes sont selectionnes et croises 
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individuellement avec des femelles yw avant de balancer le chromosome portant 
Vinsertion selon des techniques standards. Les lignees resultantes, de genotype 
yw;pP{Mae^UAS.6.11}^^ (N designant le numero de la lignee) sent notees 
yw ; UYN dans ce qui suit par mesure de simplicite. 

Identification du point d'insertion du transposon UY530 

L'ADN des mouches de la lignee yw; UY530 est extrait, digere par Tenzyme 
Mspl puis, apres precipitation, le produit de cette digestion est ligue avec une ligase T4 
et 2 \xl utilise pour une amplification par PGR avec les amorces OUY52 
(ACACAACCTTTCCTCTCAACAA) et OUY31 (ATTGATTCACTTTAACTTGCAC) 
qui sont contenus dans le transposon. Le ft-agment resultant est sequence et la sequence 
comparee avec la sequence genomique de la Drosophile par le programme BLAST, 
permettant la localisation du point d'insertion du transposon et I'identification du gene 
D-IP3K1 adjacent. 

Excision du transposon 

Des femelles de genotype yw, UY530 sont croisees avec des males de genotype 
w ; CyO/+ ; A23, Sb/+. Les males descendants yw, UY530/CyO ; +/A23, Sb sont 
croises en tubes individuels avec des femelles yw ; CyO/Sp. Dans la descendance les 
males de phenotype {y, w, Cy, Sb+, Sp+} qui correspondent a des evenements 
potentiels independants d^excision du transposon sont selectionnes et croises 
individuellement avec des femelles yw ; CyO/Sp pour etablir les lignees revertantes 
notees UY530Ri (i = 2, 16, 21). Pour confirmer le type d'evenement de revertion, I'ADN 
des mouches de chaque lignee revertante est alors extrait et utilise pour une analyse par 
PGR et en vue d'un sequenfage de la region d^insertion du transposon selon des 
techniques standards. 

Qbtention de lignees transgeniques de surexpression de riP3Kl 



Un fragment EcoRI-Xhol isole du cDNA SD07279 a ete clone dans le vecteur 
PUAST (Brand and Perrimon, 1993) et TADN resultant utilise avec I'ADN d'un 
vecteur contenant la transposase A23 pour obtenir des lignees transgeniques selon des 
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techniques standards. Trois lignees independantes ont ete ainsi obtenues notees W ; 
PUAST-D-IP3Kl^i ( i-lOA, 32, 37). 

Tests de resistance 

Les mouches de meme sexe agees de 3 a 5 jours sont placees par groupes de 30 
dans un tube de 50 ml contenant un milieu solide compose de 1,3% d'agarose a bas 
point de fusion, 1% de sucrose et du produit a tester pour la resistance (1% de peroxyde 
d'hydrogene ou 5mM de paraquat (produit Sigma) ou 3 |xM de tunicamycine (produit 
Sigma) selon le test effectue). Les tubes sont maintenus a 26°C et les mouches mortes 
sont comptees 2 fois par jour pour etablir les courbes de survie. 

Test de longevite 

Pour chaque genotype les males nouveaux nes sont places par groupes de 30 dans 
un tube de 50 ml maintenus a 26°C. Les mouches sont transferees tons les 2 ou 3 jours 
dans des tubes frais et les morts sont comptes a cette occasion pour etablir les courbes 
de survie. Un minimum de 5 tubes independants sont utilises pom* s*assurer de la 
validite statistique des ecarts observes. 
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RESULTATS 
Tableau 1 TFigure lA^ 



Pourcentage de survie de Drosophiles m^Ies de genotype daGAL4/+ (mouches de 
controle) ou de genotype UY530/+ ; da-GAL4/+ sur un milieu contenant 1% de 
H2O2 





% de survie des Drosophiles 


temps (heures) 


genotj'pe daGAL4/+ 


genotype UY530/+ ; daGAL4/+ 


0 


100 


100 


39 


98 


98 


51 


92 


98 


66 


43 


96 


75 


18 


91 


88 


1 


69 


97 


0 


53 


118 


0 


29 


138 


0 


20 


160 


0 


11 


182 


0 


7 


256 


0 


4 


289 


0 


2 



Les moyennes sont etablies selon les formules standards a partir d'un minimum de 
trois tubes de trente mouches. 



On constate une forte protection contre le stress oxydant induit par H2O2 des 
individus males de genotype UY530/+ ; daGAL4/+ surexprimant DIP3K1 par rapport 
aux individus de controle de genotype daGAL4/4-. Ainsi, pax exemple, apres 88 heures 
passees sur le milieu a 1% de H2O2, seul 1% des individus de controle restent vivants 
contre 69% des individus surexprimant DIP3K1. 
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Pourcentage de survie de Drosophiles femelles de genotype daGAL4/+ (mouches de 
controle) ou de genotype UY530/+ ; da-GAL4/+ sur un milieu contenant 1% de 
H2O2 





% de survie des Drosophiles 


temps (heures) 


genotype daGAL4/+ 


genotype UY530/+ ; daGAL4/+ 


Q 


100 


100 


jy 


97 


93 


C 1 

51 


88 


92 


60 


74 


91 


ID 


60 


91 


00 


27 


88 


97 


14 


85 


118 


1 


66 


138 


0 


48 


160 


0 


32 


182 


0 


23 


256 


0 


11 


289 


0 


5 



Les moyennes sont etablies selon les formules standards a partir d'xm minimum de 
trois tubes de trente mouches. 



On constate une forte protection contre le stress oxydant induit par H2O2 des 
individus femelles de genotype UY530/+ ; daGAL4/+ surexprimant DIP3K1 par rapport 
aux individus de controle de genotype daGAL4/+. Ainsi, par exemple, apres 118 heures 
passees sur le milieu a 1% de H2O2, seul 1% des individus de controle restent vivants 
contre 66% des individus surexprimant DIPSKl. 
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Pourcentage de survie de Drosophiles males de genotype daGAL4/+ (mouches de 
confrole) ou de genotype UY530/-1- ; da-GAL4/+ sur un milieu contenant 3% de 
H2O2 





% de smrvie des Drosophiles 


temps (heures) 


genotype daGAL4/+ 


genotype UY530/+ ; daGAL4/+ 


0 


100 


100 


39 


94 


98 


51 


46 


98 


00 


5 


84 


75 


1 


55 


00 


0 


30 


97 


0 


21 


118 


0 


4 


138 


0 


1 


160 


0 


0 


182 


0 


0 


256 


0 


0 


289 


0 


0 



Les moyennes sont etablies selon les formules standards a partir d'un minimum de 
trois tubes de trente mouches. 

On constate une forte protection contre le stress oxydant induit par H2O2 des 
individus males de genotype UY530/+ ; daGAL4/-i- surexprimant DIP3K1 par rapport 
aux individus de controle de genotype daGAL4/+. Ainsi, par exemple, apres 75 heures 
passees sur le milieu a 3% de H2O2, seul 1% des individus de controle x^st^nX vivabts 
contre 55% des individus surexprimant DIP3K1. 
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Pourcentage de survie de Drosophiles femelles de genotype daGAL4/+ (mouches de 
controle) ou de genotype UY530/+ ; da-GAL4/+ sur un milieu contenant 3% de 
H2O2 





% de survie des Drosophiles 


temps (heures) 


genotype daGAL4/+ 


genotype UY530/+ ; daGAL4/+ 


0 


100 


100 


39 


81 


93 


51 


68 


92 


66 


22 


85 


75 


2 


81 


00 


0 


74 


97 


0 


59 


118 


0 


49 


138 


0 


45 


160. 


0 


2 


182 


0 


0 


256 


0 


0 


289 


0 


0 



Les moyennes sont etablies selon les formules standards a partir d'un minimum de 
trois tubes de trente mouches. 



On constate une forte protection contre le stress oxydant induit par H2O2 des 
individus femelles de genotype UY530/+ ; daGAL4/+ surexprimant DIP3K1 par rapport 
aux individus de contr61e de genotype daGAL4/+. Ainsi, par exemple, apres 88 heures 
passees sur le milieu a 3% de H2O2, il ne reste plus d*individus de controle alors que 
74% des individus surexprimant DIP3K1 restent vivants. 
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Pourcentage de survie de Drosophiles males de genotype daGAL4/+ (mouches de 
controle) ou de genotype UY530/+ ; da-GAL4/+ sur un mlUeu contenant 5% de 
H2O2 





% de survie des Drosophiles 


temps (neures) 


genotype daGAL4/+ 


genotype UY530/+ ; daGAL4/+ 


0 


100 


100 


39 


92 


97 


51 


26 


87 


66 


1 


17 


75 


0 


7 


00 


0 


3 


97 


0 


0 


118 


0 


0 


138 


0 


0 


160 


0 


0 


182 


0 


0 


256 


0 


0 


289 


0 


0 



Les moyeimes sont etablies selon les formules standards a partir de deijx tubes de 
trente mouches. 



On constate une forte protection contre le stress oxydant induit par H2O2 des 
individus males de genotype UY530/+ ; daGAL4/+ surexprimant DIP3K1 par rapport 
aux individus de controle de genotype daGAL4/+. Ainsi, par exemple, apres 66 heures 
passees sur le milieu a 5% de H2O2, seul 1% des individus de contr61e restent vivants 
contre 17% des individus surexprimant DIP3K1. 
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Pourcentage de survie de Drosophiles femelles de genotype daGAL4/+ (mouches de 
controle) ou de genotype UY530/+ ; da-GAL4/+ sur un milieu contenant 5% de 
H2O2 





% de survie des Drosophiles 




genotype daGAL4/+ 


genotype UY530/+ ; daGAL4/+ 


yj 


1 f\r\ 


100 


'^Q 
oy 


/D 


95 


SI 


45 


92 


ou 


lo 


85 


7S 
/ J 


2 


/ D 


88 


0 


51 


97 


0 


29 


118 


0 


7 


138 


0 


5 


160 


0 


0 


182 


0 


0 


256 


0 


0 


289 


0 


0 



Les moyennes sont etablies selon les formules standards a partir d'un minimum de 
trois tubes de trente mouches. 



On constate une forte protection contre le stress oxydant induit par H2O2 des 
individus femelles de genotype UY530/+ ; daGAL4/+ surexprimant DIP3K1 par rapport 
aux individus de controle de genotype daGAL4/+. Ainsi, par exemple, apres 75 heures 
passees sur le milieu a 5% de H2O2, seuls 2% des individus de contrSle restent vivants 
contre 76% des individus surexprimant DIP3K1. 
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Comparaison des pourcentages de mouches emergees de differents genotypes en 
fonction du temps exprime en heures 

5 





% de Drosophiles emergees de differents genotypes 




Drosophiles mSles 


Drosophiles femelles 


temps (h) 


daGAL4/+ 


UY530/+ ; daGAL4/+ 


daGAL4/+ 


UY530/+ ; daGAI.4/+ 


200 


0 


0 


0 


0 


208 


7 


0 


11 


0 


210 


17 


0 


34 


0 


213 


33 


0 


71 


4 


214 


40 


0 


75 


8 


217 


58 


5 


80 


22 


218 


59 


8 


81 


24 


219 


81 


8 


90 


48 


221 


83 


32 


91 


60 


223 


88 


38 


93 


78 


234 


88 


41 


94 


82 


237 


89 


60 


94 


84 


238 


91 


60 


97 


84 


239 


98 


94 


100 


94 


240 


98 


95 


100 ' 


94 


243 


99 


95 


100 


94 


267 


99 


95 


100 


94 


270 


99 


97 


100 


98 


272 


100 


100 


100 


100 



A 26°C, on constate un retard important d*emergence des individus males et 
femelles de genotype UY530/H- ; daGAL4/+ surexprimant DIP3K1 par rapport aux 
individus de controle de genotype daGAL4/-l-. Ainsi, par exemple, apres 219 heures 
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passees depuis la ponte des osufs, 81% des individus males de controle ont emerge 
contre 8% des individus surexprimant DIP3K1. 



Tableau 8 (figure 3A) 

5 

Pourcentage de survie en fonction du temps exprim6 en heures de Drosophiles 
males de genotype daGAL4/+ (mouches de contrdle), de genotype UY530/+ ; da- 
GAL4/4-, de genotype UY530/UY530 et de genotype itprl664/+ sur un milieu 
contenant 1% de H2O2 





% de survie des Drosophiles de differents genotypes 


temps (heures) 


daGAL4/+ 


UY530/+ ; daGAL4/+ 


tJY530/UY530 


itprl664/+ 


0,0 


100 


100 . 


100 


100 


38,0 


86 


95 


88 


98 


46,0 


83 


92 


68 


98 


62 


53 


86 


37 


94 


70,7 


35 


74 


24 


85 


86,0 


3 


33 


2 


40 


95,5 


1 


12 


0 


19 


110,0 


0 


1 


0 


4 


118,5 


0 


0 


0 


2 


134,8 


0 


0 


Q 


2 


143,3 


0 


0 


0 


2 


162,0 


0 


0 


0 


2 



Les moyennes sont etablies selon les formules standards a partir d'un minimum de 
3 tubes de trente mouches. 



On constate une forte protection contre le stress oxydant induit par H2O2 des 
males de genotype UY530/+ ; daGAL4/+ surexprimant DIP3K1 ou de genotype 
itprl664/+ ayant ime reduction du niveau du receptexir IP3R par rapport aux individus 
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de controle de genotype daGAL4/+. Ainsi, par exemple, apres 86 heures passees sur le 
milieu a 1% de H2O25 seuls 3% des individus de controle VGstent vivsints contre 33% des 
individus surexprimant DIPSKl et 40% des individus sousexprimant IP3R. La lignee 
homozygote UY530/UY530 est de fapon reproductible plus sensible que la lign6e 
5 temoin au stress oxydaut induit par H2O2. 

Tableau 9 (figure 3B) 

Pourcentage de survie en fonction du temps exprim6 en heures de Drosophiles 
10 m^Ies de genotype daGAL4/-f- (mouches de contrSle), de genotype UY530/+ ; da- 

GAL4/+, de genotype UY530/UY530 et de genotype itprl664/+ sur un milieu 
contenant de la tunieamycine a une concentration de 3 jiiM 





% de survie des Drosophiles de differents genotypes 


temps (heures) 


daGAL4/+ 


UY530/+ ; daGAL4/+ 


UY530/UY530 


itprl664/+ 


0,0 


100 


100 


100 


100 


38,0 


93 


97 


98 


100 


46,0 


91 


94 


98 


100 


62 


67 


84 


76 


100 


70,7 


56 


75 


66 


100 


86,0 


37 


60 


36 


100 


95,5 


20 


40 


17 


98 


110,0 


2 


12 


1 


52 


118,5 


0 


2 


0 


18 


134,8 


0 


1 


0 


0 


143,3 


0 


0 


0 


0 


162,0 


0 


0 


0 " 


0 



15 



Les moyennes sent etablies selon les formules standards a partir d'un minimum de 
3 tubes de trente mouches. 
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On constate une forte protection contre le stress UPR induit par la tunicamycine 
des males de genotype UY530/+ ; daGAL4/+ surexprimant DIP3K1 ou de genotype 
itprl664/+ ayant une reduction du niveau du recepteur IP3R par rapport aux individus 
de contr61e de genotype daGAL4/+. Ainsi, par exemple, apres 95,5 heures passees sur le 
5 milieu a 3 fxM de tunicamycine, seuls 20% des individus de controle restent vivants 

contre 40% des individus surexprimant DIP3K1 et 98% des individus sousexprimant 
IP3R. 

Tableau 10 (figure 4) 

10 

Pourcentage de survie a 26°C de Drosophiles males de genotype daGAL4/+ et de 
genotype UY530/UY530 en fonction du temps exprime en jours sur un milieu 
standard 





% de survie des Drosophiles 


temps (iours) 


genotype da-GAL4/+ 


genotype UY530/UY530 


0 


100 


100 


1 


100 


100 


2 


100 


99 


3 


100 


98 


4 


98 


98 


5 


97 


97 


6 


97 


97 


7 


97 


96 


8 


96 


94 


9 


95 


94 


10 


95 


'94 


11 


95 


94 


12 


94 


94 


13 


94 


93 


14 


94 


93 


15 


93 


91 


16 


92 


89 


17 


90 


89 


18 


90 


88 


19 


90 


86 
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20 


89 


o o 

83 


21 


88 


79 


22 


87 


76 


23 


87 


70 


24 


86 


63 


25 


85 


54 


26 


85 


4/ 


27 


83 


/I A 

40 


28 


81 


33 


29 


79 


26 


30 


78 


O A 

20 


31 


78 


17 


32 


77 


14 


33 


76 


12 


34 


75 


9 


35 


74 


7 


36 


73 


6 


37 


72 


5 


38 


72 


5 


39 


70 


3 


40 


68 


3 


41 


65 


2 


42 


64 


2 


43 


61 


2 


44 


58 


1 


45 


56 


0 


46 


52 


r A 

0 


47 


48 


0 


48 


44 


0 


49 


40 


0 


50 


37 


A 

0 


51 


35 


A 

u 


52 


34 


A 

u 




oz 


0 


54 


30 


0 


55 


27 


0 


56 


24 


0 
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57 


1 o 


n 


58 


i / 


A 


59 


15 


u 


60 


13 


u 


61 


10 


A 

u 


62 


9 


A 


63 


8 


u 


64 


1 


A 


65 


o 


A 
U 


66 


D 


A 

\j 


67 


4 


A 
U 


68 


4 


A 

U 


69 


3 


A 


70 


2 


A 


71 


2 


A 


72 


2 


U 


73 


2 


r\ 

yj 


74 


2 


0 


75 


1 


rv 
U 


76 


1 


0 


/ / 


1 
i 


0 


78 


1 


0 


79 


1 


0 


80 


0 


0 



Les moyennes sont 6tablies selon les formules standards a partir de sept tubes de 
trente mouches. 

On constate une forte reduction de la longevite des males de genotype 
5 UY530AJY530 par rapport aux individus de contr61e de genotype daGAL4/+. Ainsi, par 

example, apres 26 jours, moins de la moitie des individus de genotype UY530/UY530 
restent en vie contre 85% des individus de controle. Au bout de 45 jours, lorsque tons 
les individus de genotype UY530/UY530 sont morts, il reste encore plus de la moitie 
des individus de controle. II faut egalement noter que jusqu'a 18 jours, les taux de survie 
10 sont statistiquement indiscemables, ce qui suggere que les individus de genotype 

UY530/UY530 ne presentent pas un taux de mortalite initial particulierement eleve. 
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1. Utilisation de proteines comprenant ou constituees par : 

- les sequences SEQ ID NO : 2, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID 
NO : 6 ou SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence derivee des sequences SEQ ID NO : 2, SEQ ID 
NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve 
qu'elle possede une activite IPS kinase, 

- toute sequence homologue des sequences SEQ ID NO : 2, SEQ ID 
NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7, ayant de preference 
une homologie d'au moins environ 50% avec les regions comprises entre les 
acides amines en position (159) a (441), (360) a (669), (187) a (461), (195) a 
(472) et (331) a (604) des sequences SEQ ID NO : 2, SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 5, SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7 respectivement, sous reserve qu'elle 
possede une activite IP3 kinase, 

- ou tout fragment d'au moins environ 250 acides amines contigus de Tune 
des sequences ci-dessus, sous reserve qu'il possede une activite IP3 kinase, 

pour la preparation de medicaments destines au traitement de maladies liees au stress 
oxydatif ou au stress du reticulum endoplasmique, ou de maladies neurodegeneratives, 
notamment iQtimQmxGS. 

2. Proteine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee par : 

- la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 2, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, possedant une 
activite IPS kinase, 

- toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2, ayant de 
preference une homologie d'au moins environ 65 % avec la region comprise entre les 
acides amines en position (159) et (441) de la sequence SEQ ID NO : 2 et possedant une 
activite IPS kinase, 
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- ou tout fragment d'une des sequences defmies ci-dessus, sous reserve 
qu'il possede une activite IP3 kinase, notamment tout fragment constitue d'au moins 
environ 250 acides amines contigus de la sequence SEQ ID NO : 2. 

5 3* Proteine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee par : 

- la sequence SEQ ID NO : 4, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 4, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, possedant une 
activite IP3 kinase, 

10 - toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 4, ay ant de 

preference une homologie d'au moins environ 71 % avec la region comprise entre les 
acides amines en position (360) et (669) de la sequence SEQ ID NO : 4 et possedant une 
activite IP3 kinase, 

- ou tout fragment d'une des s6quences definies ci-dessus, sous reserve 
15 qu'il possede une activite IPS kinase, notamment tout fragment constitue d'au moins 

environ 250 acides amines contigus de la sequence SEQ ID NO : 4, le fragment de la 
sequence SEQ ID NO : 4, delimite de Tacide amine en position (289) a Tacide amine en 
position (669) etant exclu. 

20 4. Fragments de proteino selon Tune des revendications 2 ou 3 choisis parmi 

les sequences delimitees : 

- de Tacide amine en position (159) a Tacide amine en position (441) de la 
sequence SEQ ID NO : 2, 

~ de I'acide amine en position (360) a Tacide aipine en position (669) de la 
25 sequence SEQ ID NO : 4, 

- de Tacide amine en position (187) a Tacide amine en position (461) de la 
sequence SEQ ID NO : 5, 

- de Tacide amine en position (195) a Tacide amine en position (472) de la 
sequence SEQ ID NO : 6, 

30 - de I'acide amine en position (331) a Tacide amine en position (604) de la 

sequence SEQ ID NO : 7. 
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5. Sequence nucleotidique codant pour une proteine telle que definie dans 
Tune des revendications 2 a 4. 

6. Sequence d' ADN qui comprend ou est constituee par : 

- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence nucleotidique derivee, par degenerescence du code 
genetique, de la sequence SEQ ID NO : 1 codant pour une proteine representee par la 
sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence nucleotidique derivee, notamment par substitution, 

suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, de la sequence SEQ ID NO : 1 
codant pour une proteine derivee de la sequence SEQ ID NO : 2 possedant une activite 
IPS kinase, 

- ou toute sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ ID 
NO : 1, ayant de preference une homologie d'au moins environ 50% avec 700 
nucleotides contigus situes dans le domaine delimite du nucleotide en position (1425) 
au nucleotide en position (3969) de la sequence SEQ ID NO : 1, codant pour une 
proteine homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 et possedant une activite IPS kinase, 

- ou tout fragment de la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 ou des 
sequences nucleotidiques definies ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 700 nucleotides contigus situes dans le domaine delimite au 
nucleotide en position (1425) au nucleotide en position (3969) de ladite sequence et 
codant pour une proteine qui possede une activite IP3 kinase, 

- ou toute sequence nucleotidique complementaire des sequences ou 
fragments susmentionnes, ^ 

- ou toute sequence nucleotidique susceptible d'hybrider dans des 
conditions stringentes avec la sequence complementaire de Tune des sequences ou de 
Tun des fragments susmentionnes. 

7. Sequence d' ADN qui comprend ou est constituee par : 

- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 3, 

- ou toute sequence nucleotidique derivee, par degenerescence du code 
genetique, de la sequence SEQ ID NO : 3 codant pour une proteine representee par la 
sequence SEQ ID NO : 4, 
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- ou toute sequence nucleotidique derivee, notamment par substitution, 
suppression ou addition d'xm ou plusieurs nucleotides, de la sequence SEQ ID NO : 3 
codant pour une proteine derivee de la sequence SEQ ID NO : 4 possedant une activite 
IPS kinase, 

- ou toute sequence nucleotidique homologue de la sequence SEQ ID 
NO : 3, ayant de preference une homologie d'au moins environ 50% avec 700 
nucleotides contigus situes dans le domaine delimite du nucleotide en position (3234) 
au nucleotide en position (6021) de la sequence SEQ ID NO : 3, codant pour une 
proteine homologue de la sequence SEQ ID NO : 4 et possedant une activite IP3 kinase, 

- ou tout fragment de la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 3 ou des 
sequences nucleotidiques defmies ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 700 nucleotides contigus situes dans le domaine delimite au 
nucleotide en position (3234) au nucleotide en position (6021) de ladite sequence et 
codant pour une proteine qui possede une activite IP3 kinase, 

- ou toute sequence nucleotidique complementaire des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

- ou toute sequence nucleotidique susceptible d'hybrider dans des 
conditions stringentes avec la sequence complementaire de Tune des sequences ou de 
Tun des fragments susmentionnes. 

8. Vecteur recombinant, notamment plasmide, cosmide, phage ou ADN de 
vims, contenant ixne sequence nucleotidique selon Tune des revendications 5, 6 ou 7. 

9. Vecteur recombinant selon la revendication 8^ contenant les elements 
necessaires a Texpression dans une cellule bote des polypeptides codes par les acides 
nucleiques selon Tune des revendications 5, 6 ou 7, inseres dans ledit vecteur. 

10. Cellule bote, choisie notamment parmi les bacteries, les vims, les levures, 
les champignons, les plantes ou les cellules de mammiferes, ladite cellule bote etant 
transformee, notamment a Taide d'un vecteur recombinant selon Tune des 
revendications 8 ou 9. 
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11. Oligonucleotides antisens ou AKN messager antisens derives des sequences 
nucleotidiques selon Tune des revendicatioiis 5, 6 ou 7. 

12. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend une 
proteine ou un fragment de proteine selon Tune des revendications 2 a 4, en association 
avec un vecteur phamiaceutique acceptable . 

13. Utilisation de Tune des proteines selon Tune des revendications 2 a 4, pour 
la preparation de medicaments destines au traitement de maladies liees au stress 
oxydatif. 

14. Utilisation de Tune des proteines selon Tune des revendications 2 a 4, pour 
la preparation de medicaments destines aix traitement de maladies liees au stress du 
reticulum endoplasmique. 

15. Utilisation de Tune des proteines selon Time des revendications 2 a 4, pour 
la preparation de medicaments destines au traitement de maladies neurodegeneratives, 
notamment retiniennes. 

16. Cellules animales qui contiennent, dans leur genome, une sequence 
nucleotidique codant pour Tune des proteines selon Tune des revendications 2 a 4, et 
notannnent une sequence nucleotidique selon Time des revendications 5 a 7. 

17. Animal transgenique non humain contenaht des cellules selon la 

revendication 16, et qui surexprime Tune des proteines definies dans Tune des 
revendications 2 a 4. 

18. Animal transgenique non humain contenant des cellules selon la 
revendication 16, dans lequel T expression du gene, codant poxn: Tune des proteines 
defmies dans les revendications 2 a 4, est supprimee. 



wo 02/20742 



PC'^R01/02708 

PCT/FROl/02708 





FIGURE IB 



wo 02/20742 



PC||^R01/02708 

PCT/FROl/02708 




FIGURE IC 




FIGURE ID 



wo 02/20742 



PC1|^R01/02708 

PCT/FROl/02708 




FIGURE IE 




FIGURE IF 




FIGURE 2 




EIGURJE 3B 



0 PC||^R01/02708 

wo 02/20742 PCT/FROl/02708 

6/7 

Reduction de la longevite de la souche UY 530 a 26°C 




FIGURE 4 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CNRS 

<12 0> UTILISATION D ' IP3 KINASES POUR LA PREPARATION DE 

MEDICAMENTS, NOUVELLES IP3 KINASES ET SEQUENCES D ' ADN 
CORRES PONDANTES 

<13 0> WOB 0 0 AT CNR IP3K 

<140> 
<141> 

<150> FR 00 11397 
<151> 2000-09-07 

<160> 7 

<170> PatentIn Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1350 
<212> ADN 

<213> Drosophila melanogaster 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (1323) 

<4O0> 1 

atg act atg act tct acg gtg etc caa egg ccc att caa gcc aag cca 
Met Thr Met Thr Ser Thr Val Leu Gin Arg Pro lie Gin Ala Xys Pro 
15 10 15 

gag aag aag gcc tec tec aaa teg acc age tec teg aga age cge tec 
Glu Lys Lys Ala Ser Ser Lys Ser Thr Ser Ser Ser Arg Ser Arg Ser 
20 25 30 

acg atg gcc tgg tec aat gag aag ctg cgc ttc tec tgc ate gac aac 144 
Thr Met Ala Trp Ser Asn Glu Lys Leu Arg Phe Ser Cys lie Asp Asn 
35 40 45 

ate gga etc aag eag eta tgg aag ctg att gee ctg gac acg agt get 192 
lie Gly Leu Lys Gin Leu Trp Lys Leu lie Ala Leu Asp Thr Ser Ala 
50 55 60 

tea tec aag eag cgc agt gcc atg atg ttg gaa gtg gag caa cag eag 240 
Ser Ser Lys Gin Arg Ser Ala Met Met Leu Glu Val Glu Gin Gin Gin 
65 70 75 80 

. caa cag cag cag cag cag caa teg aac aac aat aac gag egg ata ccc 288 
Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Ser Asn Asn Asn Asn Glu Arg lie Pro 
85 90 - 95 

aac gag aac tgc gac tat ttg agt eta cag aga teg gge cag gcg eeg 336 
Asn Glu Asn Cys Asp Tyr Leu Ser Leu Gin Arg Ser Gly Gin Ala Pro 
100 105 110 



48 



96 



aag aat cac ate cag gcg cag gat ecg get cag atg tec ctg etc aag 
Lys Asn His lie Gin Ala Gin Asp Pro Ala Gin Met Ser Leu Leu Lys 
115 120 125 



384 



1 
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ttc ttg gcc att aat gcc eta gag ctg agt gcc cca gca acg cca cat 432 
Phe Leu -Ala He Asn Ala Leu Glu Leu Ser Ala Pro Ala Thr Pro His 
130 135 140 

etc etc cag cat cag cag gcc cac aag cag gcg aag cca cag ggc tgg 480 
Leu Leu Gin His Gin Gin Ala His Lys Gin Ala Lys Pro Gin Gly Trp 
145 150 155 160 

atg cag eta tec ggt cac cca gag age att gtt ccc aca teg act gga 528 
Met Gin Leu Ser Gly His Pro Glu Ser He Val Pro Thr Ser Thr Gly 
165 170 175 

ata gtg cgc aaa egg ate tea gga ctg gag gat age gaa gta cat gcc 576 
He Val Arg Lys Arg He Ser Gly Leu Glu Asp Ser Glu Val His Ala 
180 185 190 

tac cga ctg ate tgc aag gaa cca cag ace get cag ata gtg ccc gee 624 
Tyr Arg Leu He Cys Lys Glu Pro Gin Thr Ala Gin He Val Pro Ala 
195 200 205 

tac ttt gga ata eag, gag atg caa tea cag cac ttt att gag ctg cag 672 
Tyr Phe Gly He Gin Glu Met Gin Ser Gin His Phe He Glu Leu Gin 
210 215 220 

gat ctg ctg get ggc ttt egg gat ccg tgt gtg atg gac ate aag atg 72 0 
Asp Leu Leu Ala Gly Phe Arg Asp Pro Cys Val Met Asp He Lys Met 
225 230 235 240 

ggc age cgc acc ttt etc gaa teg gag gtc age aat gcc acg etc aga 768 
Gly Ser Arg Thr Phe Leu Glu Ser Glu Val Ser Asn Ala Thr Leu Arg 
245 250 255 

ccg gac etc tac cag aag atg ate gcc gtg gat gcg gga get ccc acg 816 
Pro Asp Leu Tyr Gin Lys Met He Ala Val Asp Ala Gly Ala Pro Thr 
260 265 270 

cct gcg gag cac gag gca cga gcg ate acc aag ctg egg tac atg aca 864 
Pro Ala Glu His Glu Ala Arg Ala He Thr Lys Leu Arg Tyr Met Thr 
275 280 285 

ttc egg gag tec ctg tec tec tec cac tec aag ggt ttc egg ate gaa 912 
Phe Arg Glu Ser Leu Ser Ser Ser His Ser Lys Gly Phe Arg He Glu 
290 295 300 



gca ctg cgt ctg cgc gga cga ccg cct gtc aag gat ttg aag acg tgc 
Ala Leu Arg Leu Arg Gly Arg Pro Pro Val Lys Asp Leu Lys Thr Cys 
305 310 315 320 



960 



cga age age gag cag att gcc cag acg ate gaa cag ttt ctg get get 1008 
Arg Ser Ser Glu Gin He Ala Gin Thr He Glu Gin Phe Leu Ala Ala 
325 330 335 

egg cga tec gtg caa aag gag ctg ctg aag cga eta aag cac atg cgc 1056 
Arg Arg Ser Val Gin Lys Glu Leu Leu Lys Arg Leu Lys His Met Arg 
340 345 350 

ctg gtc ate gaa cag teg acc ttc ttc gcc age cac gag ate att ggc 1104 
Leu Val He Glu Gin Ser Thr Phe Phe Ala Ser His Glu He He Gly 
355 360 365 



2 
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tec age ate ttt ate gtc tae gat gac gat cgc gtt ggc gtt tgg eta 1152 
Ser Ser lie Phe lie Val Tyr Asp Asp Asp Arg Val Gly Val Trp Leu 

370 ~ 375 380 

att gac ttc gee aag tgc egg gag ctg cca ccc cat gtg agg gtg gac 1200 
lie Asp Phe Ala hys Cys Arg Glu Leu Pro Pro His Val Arg Val Asp 
385 390 395 400 

cat cga agt get tgg gcg cct gga aac cga gag gag ggt ctg eta cgc 1248 
His Arg Ser Ala Trp Ala Pro Gly Asn Arg Glu Glu Gly Leu Leu Arg 
405 410 415 

gga atg gac gag etc ate cgc tec ttc gag gag gtc tac gee cgc tgt 1296 
Gly Met Asp Glu Leu lie Arg Ser Phe Glu Glu Val Tyr Ala Arg Cys 
420 425 ' 430 

ggc tec cat cgc age tgc ctt aaa ate taatggatag aeacggatcg attgeac 1350 
Gly Ser His Arg Ser Cys Leu Lys lie 
435 440 



<210> 2 
<211> 441 

<212> PRT 

<213> Drosophila melanogaster 
<400> 2 

Met Thr Met Thr Ser Thr Val Leu Gin Arg Pro lie Gin Ala Lys Pro 
15 10 15 

Glu Lys Lys Ala Ser Ser Lys Ser Thr Ser Ser Ser Arg Ser Arg Ser 
20 25 30 

Thr Met Ala Trp Ser Asn Glu Lys Leu Arg Phe S,er Cys lie Asp Asn 
35 40 45 

lie Gly Leu Lys Gin Leu Trp Lys Leu He Ala Leu Asp Thr Ser Ala 
50 55 60 

Ser Ser Lys Gin Arg Ser Ala Met Met Leu Glu Val Glu Gin Gin Gin 
65 70 75 80 

Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Ser Asn Asn Asn Asn Glu Arg* He Pro 
85 90 ,95 

Asn Glu Asn Cys Asp Tyr Leu Ser Leu Gin Arg Ser Gly Gin Ala Pro 
100 105 110 

Lys Asn His He Gin Ala Gin Asp Pro Ala Gin Met Ser Leu Leu Lys 
115 120 125 

Phe Leu Ala He Asn Ala Leu Glu Leu Ser Ala Pro Ala Thr Pro His 
- 130 135 140 

Leu Leu Gin His Gin Gin Ala His Lys Gin Ala Lys Pro Gin Gly Trp 
145 150 155 160 

Met Gin Leu Ser Gly His Pro Glu Ser He Val Pro Thr Ser Thr Gly 
165 170 175 
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lie Val Arg Lys 
180 

Tyr Arg Leu lie 
195 

Tyr Phe Gly lie 
210 

Asp Leu Leu Ala 
225 

Gly Ser Arg Thr 



Pro Asp Leu Tyr 

260 

Pro Ala Glu His 
275 

Phe Arg Glu Ser 
290 



Arg lie Ser Gly 



Cys Lys Glu Pro 
200 

Gin Glu Met Gin 
215 

Gly Phe Arg Asp 
230 

Phe Leu Glu Ser 
245 

Gin Lys Met lie 



Glu Ala Arg Ala 
280 

Leu Ser Ser Ser 
295 



Leu Glu Asp Ser 
185 

Gin Thr Ala Gin 



Ser Gin His Phe 
220 

Pro Cys Val Met 
235 

Glu Val Ser Asn 
250 

Ala Val Asp Ala 
265 

lie Thr Lys Leu 



His Ser Lys Gly 
• 300 



Glu Val His Ala 
190 

lie Val Pro Ala 
205 

lie Glu Leu Gin 



Asp lie Lys Met 
240 

Ala Thr Leu Arg 
255 

Gly Ala Pro Thr 
270 

Arg Tyr Met Thr 
285 

Phe Arg He Glu 



Ala Leu Arg Leu Arg Gly Arg Pro Pro Val Lys Asp Leu Lys Thr Cys 
305 310 315 320 

Arg Ser Ser Glu Gin He Ala Gin Thr He Glu Gin Phe Leu Ala Ala 
325 330 335 

Arg Arg Ser Val Gin Lys Glu Leu Leu Lys Arg Leu Lys His Met Arg 
340 345 350 

Leu Val He Glu Gin Ser Thr Phe Phe Ala Ser His Glu He He Gly 
355 360 365 

Ser Ser He Phe He Val Tyr Asp Asp Asp Arg Val Gly Val Trp Leu 
370 375 380 

He Asp Phe Ala Lys Cys Arg Glu Leu Pro Pro His Val Arg Val Asp 
385 390 395 400 

His Arg Ser Ala Trp Ala Pro Gly Asn Arg Glu Glu Gly Leu Leu Arg 

405 410 4.a5 

Gly Met Asp Glu Leu He Arg Ser Phe Glu Glu Val Tyr Ala Arg Cys 
420 425 430 

Gly Ser His Arg Ser Cys Leu Lys He 
435 440 



<210> 3 
<211> 2010 

<212> ADN 

<213> Drosophila melanogaster 

<220> 
<221> CDS 

<222> (1) . . (2007) 
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<400> 3 

atg tec >^tg tgc gcc etc age eag eca cag cag ccg aat aaa tec aat 48 

Met Ser Val Cys Ala Leu Ser Gin Pro Gin Gin Pro Asn Lys Ser Asn 

1 5 10 15 

cag aat cag aag eag aag aac ggg eea get aga tta ccg gcc ttg gea 96 
Gin Asn Gin Lys Gin Lys Asn Gly Pro Ala Arg Leu Pro Ala Leu Ala 
20 25 30 

acc gga aac gga agt gca agt gca agt gca agt ggc ata aac eta aac 144 
Thr Gly Asn Gly Ser Ala Ser Ala Ser Ala Ser Gly lie Asn Leu Asn 
35 40 45 

ggc aaa gee aag ggc tee gta aeg eca ccg aea ccg ccg cec teg ccg 192 
Gly Lys Ala Lys Gly Ser Val Thr Pro Pro Thr Pro Pro Pro Ser Pro 
50 55 60 

eag gta cga ate tae gag gat ttc gac aga atg age gee aag gag gtg 240 
Gin Val Arg lie Tyr Glu Asp Phe Asp Arg Met Ser Ala Lys Glu Val 
65 70 75 80 

tac tae aat gag gcg ggc aag aag gtg acc gtg aag etg etg cac tte 288 
Tyr Tyr Asn Glu Ala Gly Lys Lys Val Thr Val Lys Leu Leu His Phe 
85 90 95 

ccc gac gtt ccg ccc gag gag ata tec aaa ttg aaa ttc gac gat gac 33 6 
Pro Asp Val Pro Pro Glu Glu lie Ser Lys Leu Lys Phe Asp Asp Asp 
100 105 110 

gac gat gac gag gaa gag gat gga aat gga ggc gaa aac gaa aat ggt 3 84 
Asp Asp Asp Glu Glu Glu Asp Gly Asn Gly Gly Glu Asn Glu Asn Gly 
115 120 125 

gac gat gac aat ggc gag gag gcc gat gag gat age gat tec gga cgc 432 
Asp Asp Asp Asn Gly Glu Glu Ala Asp Glu Asp Ser Asp Ser Gly Arg 
130 135 140 

aga ccg aea teg gcg gac age gag gat gcg ggc cac aag teg gag tea 4 80 
Arg Pro Thr Ser Ala Asp Ser Glu Asp Ala Gly His Lys Ser Glu Ser 
145 150' 155 160 

a-gt ggc ggc gcc age aat gcc aac get ttg ccc agt tec tec tec aag 528 
Ser Gly Gly Ala Ser Asn Ala Asn Ala Leu Pro Ser Ser Ser Ser Lys 
165 170 175 

aag ate ttt cgc cgc aaa etc tec ggc aac aat atg eag ccg cgt aaa 576 
Lys lie Phe Arg Arg Lys Leu Ser Gly Asn Asn Met Gin Pro Arg Lys 
180 185 190 

tgc agt ttg gee tte gcc cag gcc eat ggg att cgc cag cga gcg gag 624 
Cys Ser Leu Ala Phe Ala Gin Ala His Gly lie Arg Gin Arg Ala Glu 
195 200 205 

aag aag eta teg atg ccg acc att age att acg gcc aat teg ggt gag 672 
Lys Lys Leu Ser Met Pro Thr lie Ser lie Thr Ala Asn Ser Gly Glu 
210 215 220 

cat gtg gcc cac aat tgt ggc etg cgc ttg aat ttg ggc cgc aag etg 72 0 
His Val Ala His Asn Cys Gly Leu Arg Leu Asn Leu Gly Arg Lys Leu 
225 230 235 240 
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teg caa cag cat teg ctg ccc ctg ggc tea ccc ace teg cea gea teg 768 
Ser Gin -Gin His Ser Leu Pro Leu Gly Ser Pro Thr Ser Pro Ala Ser 
245 250 255 

oca acg age ccg gga cca cga cga teg cat teg eca ttg ggc caa agt 816 
Pro Thr Ser Pro Gly Pro Arg Arg Ser His Ser Pro Leu Gly Gin Ser 
260 265 270 

ctg tgt ccc ggc tac att cag tac tec aag teg ctg ctg gag gtg ccc 864 
Leu Cys Pro Gly Tyr lie Gin Tyr Ser Lys Ser Leu Leu Glu Val Pro 
275 280 285 

atg ccg egg gae tat ggc tac gee age age gat gat etc age tee gaa 912 
Met Pro Arg Asp Tyr Gly Tyr Ala Ser Ser Asp Asp Leu Ser Ser Glu 
290 295 300 

tgg gac teg gat gtg teg ace teg gcg get ggc teg gca acg gga teg 960 
Trp Asp Ser Asp Val Ser Thr Ser Ala Ala Gly Ser Ala Thr Gly Ser 
305 310 315 320 

gga teg ggt gee gca tec caa gee age ace acc ggc aag aag age tec 10 0 8 
Gly Ser Gly Ala Ala Ser Gin Ala Ser Thr Thr Gly Lys Lys Ser Ser 
325 330 335 

ggc tgg cga aag att cgc aac ate gtt cag tgg acg ccc ttc ttt cag 1056 
Gly Trp Arg Lys He Arg Asn He Val Gin Trp Thr Pro Phe Phe Gin 
340 345 350 

acg tac aag aag cag cgc tat cca tgg gtt caa ctg gee gga cac cag 1104 
Thr Tyr Lys Lys Gin Arg Tyr Pro Trp Val Gin Leu Ala Gly His Gin 
355 360 365 

ggc aac ttc aag gca ggt ccc gaa ccg ggc acc gtg etc aag aag etc 1152 
Gly Asn Phe Lys Ala Gly Pro Glu Pro Gly Thr Val Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 

tgt ccc aag gag gag gag tgc ttc cag att etc atg cac gat ctg ctt 1200 
Cys Pro Lys Glu Glu Glu Cys Phe Gin He Leu Met His Asp Leu Leu 
385 390 395 400 

agg ccc tat gtg ccc gtt tac aag ggt cag gtg acc age gag gat ggc 124 8 
Arg Pro Tyr Val Pro Val Tyr Lys Gly Gin Val Thr Ser Glu Asp Gly 
405 410 415 

gaa ctt tac ctg cag ctg cag gat ctg etc agt gac tat gtg cag cca 1296 
Glu Leu Tyr Leu Gin Leu Gin Asp Leu Leu Ser Asp Tyr Val Gin Pro 
420 425 430 

tgc gtc atg gae tgc aag gtg ggt gtg cgc acc tat ctg gag gag gag 1344 
Cys Val Met Asp Cys Lys Val Gly Val Arg Thr Tyr Leu Glu Glu Glu 
435 440 445 

ctg tec aag gee aag gag aag ccc aag ctg cgc aag gat atg tac gac 1392 
Leu Ser Lys Ala Lys Glu Lys Pro Lys Leu Arg Lys Asp Met Tyr Asp 
450 455 460 

aag atg ate caa ate gac age cac get ccc acc gcc gag gag cac gca 1440 
Lys Met He Gin He Asp Ser His Ala Pro Thr Ala Glu Glu His Ala 
465 470 475 480 
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gcc aag gcg gtg acc aag cca cgt tac atg gtc tgg cgt gag acc ate 14 8 8 
Ala Lya. Ala Val Thr Lys Pro Arg Tyr Met Val Trp Arg Glu Thr He 
485 490 495 

tec age acg gcc acg ctg gga ttc cgc ate gag ggc ate aag aag age 15 3 6 
Ser Ser Thr Ala Thr Leu Gly Phe Arg He Glu Gly He Lys Lys Ser 
500 505 510 

gat ggc acc agt tec aaa gat ttc aaa acg acg aag tea cgc gaa caa 1584 
Asp Gly Thr Ser Ser Lys Asp Phe Lys Thr Thr Lys Ser Arg Glu Gin 
515 520 525 

ate aag ttg gee ttt etc gag ttc etc age ggt cac cca cat att ttg 1632 
He Lys Leu Ala Phe Leu Glu Phe Leu Ser Gly His Pro His He Leu 
530 535 540 

cec cgc tac ata cag cgt ttg cga gcc ata agg gcc acc ctt gcg gtc 1680 
Pro Arg Tyr He Gin Arg Leu Arg Ala He Arg Ala Thr Leu Ala Val 
545 550 555 560 

teg gaa ttc ttc cag acc cac gag gtt ate ggc age tec ctg etc ttc 1728 
Ser Glu Phe Phe Gin Thr His Glu Val He Gly Ser Ser Leu Leu Phe 
565 570 575 

gtc cac gat cag acc cac gee age ata tgg eta att gat ttc gee aag 1776 
Val His Asp Gin Thr His Ala Ser He Trp Leu He Asp Phe Ala Lys 
580 585 590 

acg gtg gag ctg ccg ecg cag ctg egg ate gat cac tac tec gcc tgg 1824 
Thr Val Glu Leu Pro Pro Gin Leu Arg He Asp His Tyr Ser Ala Trp 
595 600 605 

aag gtg ggc aac cac gaa gat ggc tat etc ate ggt ate aac aat etc 1872 
Lys Val Gly Asn His Glu Asp Gly Tyr Leu He Gly He Asn Asn Leu 
610 615 620 

att gat ate ttt gtg gag ctg cag gea tec atg gag gcg gag gcg cat 192 0 
He Asp He Phe Val Glu Leu Gin Ala Ser Met Glu Ala Glu Ala His 
625 630 635 640 

gcg caa gcg cag gcg gag gcc att cag tea cec gtt tet ggt tet gga 1968 
Ala Gin Ala Gin Ala Glu Ala He Gin Ser Pro Val Ser Gly Ser Gly 
645 650 665 

gga gat caa gcg gag cag acg ggt gaa gag age aaa cec taa 2010 
Gly Asp Gin Ala Glu Gin Thr Gly Glu Glu Ser Lys Pro 
660 665 



<210> 4 
<211> 669 

<212> PRT ... ' - 

<213> Drosophila melanogaster 

<400> 4 

Met Ser Val Cys Ala Leu Ser Gin Pro Gin Gin Pro Asn Lys Ser Asn 
15 10 15 

Gin Asn Gin Lys Gin Lys Asn Gly Pro Ala Arg Leu Pro Ala Leu Ala 
20 25 30 
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Thr Gly Asn Gly Ser 
35 

Gly Lys Ala Lys Gly 
50 

Gin Val Arg lie Tyr 
65 

Tyr Tyr Asn Glu Ala 
85 

Pro Asp Val Pro Pro 

100 

Asp Asp Asp Glu Glu 
115 

Asp Asp Asp Asn Gly 
130 

Arg Pro Thr Ser Ala 
145 

Ser Gly Gly Ala Ser 
165 

Lys lie Phe Arg Arg 
180 

Cys Ser Leu Ala Phe 
195 

Lys Lys Leu Ser Met 
210 

His Val Ala His Asn 
225 

Ser Gin Gin His Ser 

245 

Pro Thr Ser Pro Gly 
260 



Ala Ser Ala Ser Ala 
40 

Ser Val Thr Pro Pro 
55 

Glu Asp Phe Asp Arg 
70 

Gly Lys Lys Val Thr 
90 

Glu Glu lie Ser Lys 
105 

Glu Asp Gly Asn Gly 
120 

Glu Glu Ala Asp Glu 
135 

Asp Ser Glu Asp Ala 
150 

Asn Ala Asn Ala Leu 
170 

Lys Leu Ser Gly Asn 
185 

Ala Gin Ala His Gly 
200 

Pro Thr He Ser He 
215 

Cys Gly Leu Arg Leu 
230 

Leu Pro Leu Gly Ser 

250 

Pro Arg Arg Ser His 
265 



Ser Gly He Asn Leu Asn 
45 

Thr Pro Pro Pro Ser Pro 
60 

Met Ser Ala Lys Glu Val 
75 80 

Val Lys Leu Leu His Phe 
95 

Leu Lys Phe Asp Asp Asp 

110 

Gly Glu Asn Glu Asn Gly 
125 

Asp Ser Asp Ser Gly Arg 
140 

Gly His Lys Ser Glu Ser 
155 160 

Pro Ser Ser Ser Ser Lys 
175 

Asn Met Gin Pro Arg Lys 
190 

He Arg Gin Arg Ala Glu 
205 

Thr Ala Asn Ser Gly Glu 
220 

Asn Leu Gly Arg Lys Leu 
235 240 

Pro Thr Ser Pro Ala Ser 

255 

Ser Pro Leu Gly Gloa Ser 
270 



Leu Cys Pro Gly Tyr 
275 

Met Pro Arg Asp Tyr 
290 

Trp Asp Ser Asp Val 
3 05 

Gly Ser Gly Ala Ala 
325 

Gly Trp Arg Lys He 
340 



He Gin Tyr Ser Lys 
280 

Gly Tyr Ala Ser Ser 
295 

Ser Thr Ser Ala Ala 
310 

Ser Gin Ala Ser Thr 
330 

Arg Asn He Val Gin 
345 



Ser Leu Leu Glu Val Pro 
285 

Asp Asp Ldu Ser Ser Glu 
300 

Gly Ser Ala Thr Gly Ser 
315 320 

Thr Gly Lys Lys Ser Ser 

335 

Trp Thr Pro Phe Phe Gin 
350 
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Thr Tyr Isys Lys Gin Arg Tyr Pro Trp Val Gin Leu Ala Gly His Gin 
„355 360 365 

Gly Asn Phe Lys Ala Gly Pro Glu Pro Gly Thr Val Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 

Cys Pro Lys Glu Glu Glu Cys Plie Gin lie Leu Met His Asp Leu Leu 
385 390 395 400 

Arg Pro Tyr Val Pro Val Tyr Lys Gly Gin Val Thr Ser Glu Asp Gly 
405 410 415 

Glu Leu Tyr Leu Gin Leu Gin Asp Leu Leu Ser Asp Tyr Val Gin Pro 

420 425 430 

Cys Val Met Asp Cys Lys Val Gly Val Arg Thr Tyr Leu Glu Glu Glu 
435 440 445 

Leu Ser Lys Ala Lys Glu Lys Pro Lys Leu Arg Lys Asp Met Tyr Asp 
450 455 460 

Lys Met lie Gin lie Asp Ser His Ala Pro Thr' Ala Glu Glu His Ala 
465 470 475 480 

Ala Lys Ala Val Thr Lys Pro Arg Tyr Met Val Trp Arg Glu Thr lie 
485 490 495 

Ser Ser Thr Ala Thr Leu Gly Phe Arg lie Glu Gly lie Lys Lys Ser 

500 505 510 

Asp Gly Thr Ser Ser Lys Asp Phe Lys Thr Thr Lys Ser Arg Glu Gin 
515 520 525 

He hys Leu Ala Phe Leu Glu Phe Leu Ser Gly His Pro His lie Leu 
530 535 540 

Pro Arg Tyr He Gin Arg Leu Arg Ala He Arg Ala Thr Leu Ala Val 
545 550 555 560 

Ser Glu Phe Phe Gin Thr His Glu Val He Gly Ser Ser Leu Leu Phe 
565 570 575 

Val His Asp Gin Thr His Ala Ser He Trp Leu He Asp Phe Alk Lys 
580 585 590 

Thr Val Glu Leu Pro Pro Gin Leu Arg He Asp His Tyr Ser Ala Trp 
595 600 605 

Lys Val Gly Asn His Glu Asp Gly Tyr Leu He Gly He Asn Asn Leu 
610 615 620 

He Asp He Phe Val Glu Leu Gin Ala Ser Met Glu Ala Glu Ala His 
625 630 635 640 

Ala Gin Ala Gin Ala Glu Ala He Gin Ser Pro Val Ser Gly Ser Gly 

645 650 655 

Gly Asp Gin Ala Glu Gin Thr Gly Glu Glu Ser Lys Pro 
660 665 
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<210> 5 

<211> 461 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

Met Thr Leu Pro Gly Gly Pro Thr Gly Met Ala Arg Pro Gly Gly Ala 
3. 5 10 15 

Arg Pro Cys Ser Pro Gly Leu Glu Arg Ala Pro Arg Arg Ser Val Gly 
20 25 30 

Glu Leu Arg Leu Leu Phe Glu Ala Arg Cys Ala Ala Val Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ala Ala Ala Gly Glu Pro Arg Ala Arg Gly Ala Lys Arg Arg Gly Gly 
50 55 60 

Gin Val Pro Asn Gly Leu Pro Arg Ala Pro Pro Ala Pro Val He Pro 
65 70 75 80 

Gin Leu Thr Val Thr Ala Glu Glu Pro Asp Val Pro Pro Thr Ser Pro 
85 90 95 

Gly Pro Pro Glu Arg Glu Arg Asp Cys Leu Pro Ala Ala Gly Ser Ser 
100 105 110 

His Leu Gin Gin Pro Arg Arg Leu Ser Thr Ser Ser Val Ser Ser Thr 
115 120 125 

Gly Ser Ser Ser Leu Leu Glu Asp Ser Glu Asp Asp Leu Leu Ser Asp 
130 135 140 

Ser Glu Ser Arg Ser Arg Gly Asn Val Gin Leu Glu Ala Gly Glu Asp 
145 150 155 160 

Val Gly Gin Lys Asn His Trp Gin Lys He Arg Thr Met Val Asn Leu 
165 170 175 

Pro Val He Ser Pro Phe Lys Lys Arg Tyr Ala Trp Val Gin Leu Ala 
180 185 190 

Gly His Thr Gly Ser Phe Lys Ala Ala Gly Thr Ser Gly Leu mle Leu 
195 200 205 

Lys Arg Cys Ser Glu Pro Glu Arg Tyr Cys Leu Ala Arg Leu Met Ala 
210 215 220 

Asp Ala Leu Arg Gly Cys Val Pro Ala Phe His Gly Val Val Glu Arg 
225 230 235 240 

Asp Gly Glu Ser Tyr Leu Gin Leu Gin Asp Leu Leu Asp Gly Phe Asp 
245 250 255 

Gly Pro Cys Val Leu Asp Cys Lys Met Gly Val Arg Thr Tyr Leu Glu 
260 265 270 

Glu Glu Leu Thr Lys Ala Arg Glu Arg Pro Lys Leu Arg Lys Asp Met 
275 280 285 
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Tyr Lys Lys Met 
29CL 

His Ala Gin Arg 
305 



Leu Ala Val Asp 
295 

Ala Val Thr Lys 
310 



Pro Glu Ala Pro 
300 

Pro Arg Tyr Met 
315 



Thr Glu Glu Glu 

Gin Trp Arg Glu 
320 



Gly lie Ser Ser 



Lys Ala Asp Gly 
340 

Glu Gin Val Leu 
355 

Val Leu Arg Arg 
370 

Glu Val Ser Glu 

385 

Leu Phe Val His 



Phe Gly Lys Thr 
420 

Arg Pro Trp Glu 
435 

Asp Asn Leu lie 

450 

Glu Ala Pro Thr 
305 



Ser Thr Thr Leu 
325 

Ser Cys Ser Thr 



Arg Val Phe Glu 
360 

Tyr Leu Asn Arg 
375 

Phe Phe Arg Arg 

390 

Asp His Cys His 
405 

Thr Pro Leu Pro 



Glu Gly Asn Arg 
440 

Gly lie Leu Ala 
455 

Glu Glu Glu Lys 
310 



Gly Phe Arg lie 

330 

Asp Phe Lys Thr 
345 

Glu Phe Val Gin 



Leu Gin Gin lie 
380 

His Glu Val lie 
395 

Arg Ala Gly Val 
410 

Asp Gly Gin lie 
425 

Glu Asp Gly Tyr 



Ser Leu Ala Glu 
460 

Ala Gin Arg Ala 
315 



Glu Gly lie Lys 

335 

Thr Arg Ser Arg 
350 

Gly Asp Glu Glu 
365 

Arg Asp Thr Leu 



Gly Ser Ser Leu 
400 

Trp Leu lie Asp 
415 

Leu Asp His Arg 
430 

Leu Leu Gly Leu 
445 

Arg 



Val Thr Lys Pro 
320 



<210> 6 
<211> 472 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 ' 
Met Leu Glu Pro Leu Pro Cys Trp Asp Ala Ala Lys Asp Leu Lys Glu 
15 10 15 

Pro Gin Cys Pro Pro Gly Asp Arg Val Gly Val Gin Pro Gly Asn Ser 
20 25 30 

Arg Val Trp Gin Gly Thr Met Glu Lys Ala Gly Leu Ala Trp Thr Arg 
35 40 45 

Gly Thr Gly Val Gin Ser Glu Gly Thr Trp Glu Ser Gin Arg Gin Asp 
50 55 60 

Ser Asp Ala Leu Pro Ser Pro Glu Leu Leu Pro Gin Asp Gin Asp Lys 
65 70 75 80 
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Pro Phe Leu Arg 



He Thr Asp Met 
100 

Gly Ser Pro Arg 

115 

Ala Ser Ser Thr 
130 

He Ser Ser Asp 
145 

His Thr Leu Asp 



He Lys Asn Met 
180 

Lys Tyr Pro Trp 
195 

Ala Ala Asn Gly 
210 

Cys Leu Asp Arg 
225 

Tyr His Gly Asp 



Asp Leu Leu Ala 
260 

Gly He Arg Thr 
275 

Pro Ser Leu Arg 
290 

Glu Ala Pro Thr 
305 

Arg Tyr Met Gin 



Phe Arg He Glu 
340 

Phe Lys Lys Thr 
355 

Phe Thr Lys Gly 
370 

Lys Ala He Arg 
385 



Lys Ala Cys Ser 
85 

Gly Thr Gin Glu 



Gly Asn Leu Pro 

120 

Gly Phe Ser Ser 
135 

Pro Glu Arg Thr 
150 

Gin Gin Lys Pro 
165 

Val His Trp Ser 



He Gin Leu Ala 
200 

Arg He Leu Lys 
215 

Leu Met Val Asp 
230 

Val Val Lys Asp 
245 

Asp Phe Asp Ser 



Tyr Leu Glu Glu 
280 

Lys Asp Met Tyr 
295 

Glu Glu Glu Lys 
310 

Trp Arg Glu Thr 

325 

Gly He Lys Lys 



Lys Thr Arg Glu 
360 

Asn His Asn He 
375 

Thr Thr Leu Glu 
390 



Pro Ser Asn He 
90 

Asp Gly Ala Leu 
105 

Leu Arg Lys Leu 



Ser Tyr Glu Asp 
140 

Leu Asp Pro Asn 
155 

Arg Val Ser Lys 
170 

Pro Phe Val Met 
185 

Gly His Ala Gly 



Lys His Cys Glu 
220 

Val Leu Arg Pro 
235 

Gly Glu Arg Tyr 
250 

Pro Cys Val Met 
265 

Glu Leu Thr Lys 



Gin Lys Met He 
300 

Ala Gin Arg Ala 
315 

He Ser Ser Thr 

330 

Glu Asp Gly Thr 
345 

Gin Val Thr Glu 



Leu He Ala Tyr 
380 

Val Ser Pro Phe 
395 



Pro Ala Val He 
95 

Glu Glu Thr Gin 
110 

Ser Ser Ser Ser 

125 

Ser Glu Glu Asp 



Ser Ala Phe Leu 
160 

Ser Trp Arg Lys 
175 

Ser Phe Lys Lys 
190 

Ser Phe Lys Ala 
205 

Ser Glu Gin Arg 



Phe Val Pro Ala 
240 

Asn Gin Met Asp 
255 

Asp Cys Lys Met 
270 

Ala Arg Lys Lys 
285 

Glu Val Asp Pro 



Val Thr Lys Pro 
' 320 

Ala Thr Leu Gly 

335 

Val Asn Arg Asp 
350 

Ala Phe Arg Glu 
365 

Arg Asp Arg Leu 



Phe Lys Cys His 
400 
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Glu Val lie Gly Ser Ser Leu Leu 
405 



Ala Lys Val Trp Met lie Asp Phe 
420 

Gly Gin Thr Leu Gin His Asp Val 
435 440 

Asp Gly Tyr Leu Ser Gly Leu Asn 
450 455 

Met Ser Gin Asp Ala Pro Leu Ala 
465 470 



Phe lie His Asp Lys Lys Glu Gin 
410 415 



Gly Lys Thr Thr Pro Leu Pro Glu 
425 430 

Pro Trp Gin Glu Gly Asn Arg Glu 
445 

Asn Leu Val Asp He Leu Thr Glu 
460 



<210> 7 

<211> 604 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 7 

Asn Ser Ala Glu Ser Pro Gin Ala Glu Phe Trp Thr Asp Gly Gin Thr 
1 5 10 15 

Glu Pro Ala Ala Ala Gly Leu Gly Val Glu Thr Glu Arg Pro Lys Gin 
20 25 30 

Lys Thr Glu Pro Asp Arg Ser Ser Leu Arg Thr His Leu Glu Trp Ser 
35 40 45 

Trp Ser Glu Leu Glu Thr Thr Cys Leu Trp Thr Glu Thr Gly Thr Asp 
50 . 55 60 

Gly Leu Trp Thr Asp Pro His Arg Ser Asp Leu Gin Phe Gin Pro Glu 
^5 70 75 80 

Glu Ala Ser Pro Trp Thr Gin Pro Gly Val His Gly Pro Trp Thr Glu 
85 90 95 

Leu Glu Thr His Gly Ser Gin Thr Gin Pro Glu Arg Val Lys Ser Trp 
100 105 110 

i' 

Ala Asp Asn Leu Trp Thr His Gin Asn Ser Ser Ser Leu Gin Thr His 
115 120 125 

Pro Glu Gly Ala Cys Pro Ser Lys Glu Pro Ser Ala Asp Gly Ser Trp 
130 135 140 

Lys Glu Leu Tyr Thr Asp Gly Ser Arg Thr Gin Gin Asp He Glu Gly 

145 150 155 160 

Pro Trp Thr Glu Pro Tyr Thr Asp Gly Ser Gin Lys Lys Gin Asp Thr 
165 170 175 

Glu Ala Ala Arg Lys Gin Pro Gly Thr Gly Gly Phe Gin He Gin Gin 
180 185 190 

Asp Thr Asp Gly Ser Trp Thr Gin Pro Ser Thr Asp Gly Ser Gin Thr 
195 200 205 
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Ala Pro Gly Thr 
210- 

Glu Glu Pro Glu 
225 

Lys Cys Ser Pro 



Thr Pro Glu Pro 
260 

Gly Gly Ser Gly 
275 

Asp Asp Val Val 

290 

Ser Gly Ser Lys 
305 

Pro Phe Val Val 



Gly His Ala Gly 
340 

Arg Phe Cys Gin 
355 

Pro Leu Arg Pro 
370 

Gly Gin Thr Phe 
385 

Pro Ser He Met 



Glu Leu Val Lys 
420 

Glu Lys Met Val 
435 

Ala Gin Gly Ala 
450 

Met Ser Ser Thr 
465 

Ala Asp Gly Thr 



Gin Val Thr Lys 

500 

Leu Gin Lys Tyr 
515 



Asp Cys Leu Leu 
215 

Pro Gly Glu Leu 
230 

Leu Cys Pro Val 
245 

Glu Ala Gin Pro 



Gly Phe Ser Ser 
280 

Ala Gly Gly Gly 

295 

Pro Trp Lys Lys 
310 

Ser Phe Arg Lys 
325 

Asn Phe Gin Ala 



Cys Glu Gin Arg 

360 

Phe Val Pro Ala 
375 

Asn Gin Met Glu 
390 

Asp Cys Lys Met 
405 

Ala Arg Glu Arg 



Ala Val Asp Pro 
440 

Val Thr Lys Pro 
455 

Ser Thr Leu Gly 
470 

Cys Asn Thr Asn 
485 

Val Leu Glu Asp 



Val Ala Cys Leu 
520 



Gly Glu Pro Glu 
220 

Leu Thr His Leu 
235 

Pro Arg Leu He 
250 

Val Gly Pro Pro 
265 

Ala Ser Ser Phe 



Gly Ala Ser Asp 
300 

Leu Lys Thr Val 
315 

His Tyr Pro Trp 
330 

Gly Glu Asp Gly 
345 

Ser Leu Glu Gin 



Tyr Tyr Gly Met 
380 

Asp Leu Leu Ala 
395 

Gly Ser Arg Thr 
410 

Pro Arg Pro Arg 

425 

Gly Ala Pro Thr 



Arg Tyr Met Gin 
460 

Phe Arg He Glu 
475 

Phe Lys Lys Thr 
490 

Phe Val Asp Gly 

505 

Glu Glu Leu Arg 



Asp Gly Pro Leu 



Tyr Ser His Leu 
240 

He Thr Pro Glu 
255 

Ser Arg Val Glu 
270 

Asp Glu Ser Glu 
285 

Pro Glu Asp Arg 



Leu Lys Tyr Ser 
320 

Val Gin Leu Ser 
335 

Arg He Leu Lys 
350 

Leu Met Lys Asp 

365 

Val Leu Gin Asp 



Asp Phe Glu Gly 
400 

Tyr Leu Glu Glu 
415 

Lys Asp Met Tyr 
430 

Pro Glu Gloi His 
445 

Trp Arg Glu Thr 



Gly He Lys Lys 
480 

Gin Ala Leu Glu 
495 

Asp His Val He 
510 

Glu Ala Leu Glu 
525 



14 



wo 02/20742 



PCT/FROl/02708 



lie Ser Pro Phe 
530 



Phe Val His Asp 
545 

Gly Lys Thr Val 



Pro Trp Ala Glu 
580 

Asn Met lie Cys 
. 595 



Phe Lys Thr His 

535 



His Thr Gly Leu 
550 

Ala Leu Pro Asp 
565 

Gly Asn Arg Glu 



Leu Leu Gin Gly 
600 



Glu Val Val Gly 
540 



Ala Lys Val Trp 
555 

His Gin Thr Leu 
570 

Asp Gly Tyr Leu 
585 

Leu Ala Gin Ser 



Ser Ser Leu Leu 



Met He Asp Phe 
560 

Ser His Arg Leu 
575 

Trp Gly Leu Asp 
590 
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